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El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es un grupo de trastornos del neurodesarrollo, que 
incluye un lenguaje retrasado o anormal, déficits en la interacción social y conductas e intereses 
restringidos y/o repetitivos y se estima que en Estados Unidos la tasa de prevalencia del TEA es de 1 de 
cada 59 niños. La etiología del TEA es variable, hasta un 20% a 25% de los casos se deben a anomalías 
genéticas raras como mutaciones que van desde variantes de un solo nucleótido, variaciones en el número 
de copias y aberraciones cromosómicas como deleciones, duplicaciones y traslocaciones. Los factores 
ambientales son responsables del 40% a 50% de los casos de TEA, pero se estima que la gran mayoría 
de los casos proviene de influencias genéticas multifactoriales: en estos casos, la vulnerabilidad 
genética puede interactuar con influencias ambientales. Recientemente, en un estudio de 9 set de datos 
de exomas de individuos con TEA y discapacidad intelectual, se identificó mutaciones de novo – aquellas 
que no están presentes en la madre o en el padre – estas se encontraron en una red de interacción 
proteínas-proteína donde se enriquecen componentes asociados a funciones sinápticas, remodelación de 
cromatina y señalización Wnt/β-catenina. Dentro de los genes mayormente afectados por mutaciones de 
novo se encuentran tres en particular: CHD8 y DYRK1A, ambos genes tienen la capacidad de modular 
negativamente a la vía de señalización Wnt/β-catenina y PTEN el cual es un gen blanco de la vía de 
señalización. Estos tres genes no solamente se han asociado al aumento del riesgo de desarrollar TEA, 
sino que también al desarrollo de macrocefalia, una de las co-morbilidades medicas más frecuentes 
asociadas al TEA. A nivel molecular, se ha reportado que la sobre activación de la vía de señalización 
Wnt/β-catenina en el desarrollo del cerebro puede aumentar el área cortical del cerebro debido a la 
estimulación proliferativa en células progenitoras neurales y que una estimulación aberrante puede 
conducir a estrés transcripcional desencadenando eventos de inestabilidad genómica en genes altamente 
expresados. Nuestro laboratorio estudia el efecto de la ganancia de función de la vía Wnt/β-catenina como 
inductor de eventos de inestabilidad genómica, incluyendo translocaciones cromosómicas. En este estudio 
proponemos que la activación sostenida de la vía de señalización produce inestabilidad genómica en 
progenitores neuronales humanos. Utilizando como modelo de estudio la línea celular Human Neural 
Stem Cells (H9 hESC-Derived), se examinó los efectos de la activación sostenida de la vía sobre la 
generación de quiebres en el ADN mediante el ensayo de electroforesis alcalina de célula única (Alkaline 
Comet Assay). Se espera que los resultados de la presente memoria de título aporten en esclarecer uno de 




Autism Spectrum Disorder (ASD) is a group of neurodevelopmental disorders, which includes 
delayed or abnormal language, deficits in social interaction and restricted and/or repetitive behaviors and 
interests, and it is estimated that in the United States the prevalence rate of ASD is 1 in 59 children. The 
etiology of ASD is variable, up to 20% to 25% of cases are due to genetic anomalies, including mutations 
that occur at a single nucleotide, number of DNA copies and chromosomal aberrations such as deletions, 
duplications and translocations. Environmental factors are responsible for 40% to 50% of cases of ASD, 
but it is estimated that most cases of multifactorial genetic influences, in these cases, genetic capacity can 
interact with environmental influences. It has been recently found in a study of 9 exome datasets of 
individuals with ASD and intellectual disability, that de novo mutations have been identified - those that 
are not present in the mother or in the father - have been found in a protein network protein, where 
components associated with synaptic functions, chromatin remodeling and Wnt/β-catenin signaling are 
enriched. Among the genes most affected by de novo mutations are three in particular: CHD8 and 
DYRK1A, both genes can negatively modulate the Wnt/β-catenin signaling pathway and PTEN that is a 
target gene of the pathway. These three genes have not only been associated with the increased risk of 
developing ASD, but also with the development of macrocephaly, one of the most frequent medical 
comorbidities in ASD. At the molecular level, it has been reported that activation of the Wnt/β-catenin 
signaling pathway in brain development can increase the cortical area of the brain due to the proliferative 
capacity of neural progenitor cells and that transcriptional stress can induce genomic instability events in 
highly expressed genes. Our laboratory is conducting studies to address the effect of the gain-of-the 
function of the Wnt/β-catenin pathway as inducer of genomic instability events, including chromosomal 
translocations. In this study, we proposed that a sustained activation of the Wnt/β-catenin signaling 
pathway induces genomic instability in human neuronal progenitors. Using the human neural stem cell 
line (H9 hESC-Derived) as a study model, the effects of sustained activation of the pathway of generation 
of DNA breaks were examined by the single-cell alkaline electrophoresis assay (comet assay alkaline). It 
is expected that the results of this present title report contribute to clarify one of the mechanisms involved 
in the development of ASD.  
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3. Marco teórico  
3.1. El Trastorno del Espectro Autista (TEA). 
 El TEA es un grupo de trastornos del neurodesarrollo, que incluye un lenguaje retrasado o 
anormal, déficits en la interacción social y conductas restringidas y/o repetitivas (Charman, 2008; 
Newschaffer et al., 2007; Hu et al., 2009). Actualmente, estudios epidemiológicos realizados en Estados 
Unidos estiman que la tasa de prevalencia del TEA es de 1 de cada 59 niños (Baio et al., 2018), mostrando 
un fuerte sesgo por el género, observándose que por cada mujer que es diagnosticada de TEA, hay 4 a 5 
hombres con autismo (Christensen et al., 2016; Baio et al., 2018). En Chile, resultados preliminares del 
Servicio de Neuropsiquiatría Infantil del Hospital Clínico San Borja Arriarán y la Facultad de Medicina 
del Campus Centro de la Universidad de Chile han evidenciado una prevalencia de 1 en 54 niños (Yañez 
et al., 2018; comunicación personal). Además de los tres déficits principales del espectro, se puede incluir 
el trastorno de hiperactividad por déficit de atención/ansiedad (TDAH), discapacidad intelectual y 
comorbilidades médicas, tales como: esclerosis tuberosa, convulsiones, dismorfología generalizada, 
malformaciones estructurales del cerebro y trastornos gastrointestinales (Devlin and Scherer, 2012) 
(Figura 1).  
 De acuerdo con el Manual Estadístico y de Diagnóstico de Trastornos Mentales en su 5° edición 
(DSM-V), otros subtipos de TEA incluyen el trastorno desintegrativo infantil y el trastorno de Rett – que 
generalmente ocurren después del autismo e implican una pérdida de habilidades más dramática en el uso 
voluntario de las manos, un crecimiento retardado del cerebro y de la cabeza, dificultades para caminar, 
convulsiones y retraso mental – el trastorno generalizado del desarrollo no especificado de otro modo 
(PDD-NOS; síntomas por debajo del umbral y/o con inicio tardío) y trastorno de Asperger (con 
deficiencias cognitivas y de lenguaje menos graves) (Figura 1). Estos trastornos pueden diferir en el curso 
del desarrollo, el patrón de síntomas, las capacidades cognitivas y el lenguaje, pero no se han encontrado 
diferencias replicables en las etiologías de estos trastornos, por lo que el DMS-V los agrupa bajo la 
entidad única de TEA (American Psychiatric Association. 2013). Las formas discordantes de TEA pueden 
ocurrir en la misma familia, aunque los hermanos afectados tienden a ser similares con respecto al nivel de 
función y otros dominios. Las formas subclínicas de TEA, a menudo caracterizadas como fenotipos de 





Figura 1.- Clasificación fenotípica del TEA. El TEA es la forma prototípica de un grupo de afecciones que 
comparten características, pero difieren en el curso del desarrollo, el patrón de síntomas, las capacidades cognitivas y 
del lenguaje. Otros subtipos de TEA incluyen el trastorno desintegrativo infantil, el trastorno generalizado del 
desarrollo no especificado de otro modo y el trastorno de Asperger. La inclinación a dividir este grupo de trastornos 
relacionados en subgrupos clínicos no ha revelado diferencias replicables en la etiología o trayectoria del desarrollo. 
Como resultado, DSM-V los agrupará bajo la entidad única de TEA. Además de los tres déficits principales, el 
espectro puede incluir el trastorno de hiperactividad por déficit de atención/ansiedad (TDAH), discapacidad 




3.2. Factores genéticos y mutaciones de novo asociadas al riesgo de desarrollar TEA. 
 Estudios realizados en familiares y gemelos han establecido al TEA como una enfermedad 
altamente heredable, con una concordancia fenotípica del 90% entre gemelos monocigóticos (Lichtenstein 
et al., 2010). La etiología del TEA es variable, hasta un 20% a 25% de los casos se deben a anomalías 
genéticas raras (Miles, 2011), como mutaciones que van desde variantes de un solo nucleótido (SNV), 
variaciones en el número de copias (CNV) y aberraciones cromosómicas como deleciones, duplicaciones 
y traslocaciones (Devlin and Scherer., 2012; Woodbury-Smith and Scherer., 2018; Muhle et al., 2018).  
 Según SFARI GENE (https://gene.sfari.org/), una base de datos curados para la comunidad 
dedicada a la investigación de los genes implicados en la susceptibilidad del TEA, hasta la fecha (15 de 
enero del 2019) reporta 1053 genes conocidos y 2284 variantes de número de copias asociados al 
Autismo. Esta base de datos, según los estudios publicados, ordena a todos los genes reportados en 
categorías que van del 1 al 6, siendo 1 los genes candidatos con alta confianza y 6 los genes 
hipotéticamente relacionados o que la evidencia no demuestra un rol asociado. Centrándonos en los 25 
genes de la primera categoría, todos ellos presentan variantes de novo: ASH1L y POGZ en el cromosoma 
1, CUL3, MYT1L, TBR1, TRIP12 y SCN2A en el cromosoma 2, SETD5 en el cromosoma 3, ANK2 y 
NAA15 en el cromosoma 4, ARID1B y SYNGAP1 en el cromosoma 6, RELN en el cromosoma 7, PTEN 
en el cromosoma 10, KMT2A y KMT5B en el cromosoma 11, GRIN2B en el cromosoma 12, CHD8 en el 
cromosoma 14, CHD2 en el cromosoma 15, ASXL3 y KATNAL2 en el cromosoma 18, ADNP en el 
cromosoma 20, DSCAM y DYRK1A en el cromosoma 21 y SHANK3 en el cromosoma 22.  
 Un análisis reciente utilizando 9 set de datos de exomas de personas que presentan TEA, junto a 
personas con déficit intelectual, muestra un enriquecimiento de procesos biológicos en redes de 
interacción proteína-proteína, entre genes que son afectados por mutaciones de novo (Figura 2). Al 
respecto, se ha señalado que el 39% de las mutaciones de novo más disruptivas o recurrentes se 
encuentran en una red interconectada entre proteínas que participan en remodelación de cromatina, 
actividad sináptica y señalización Wnt/β-catenina (O’Roak et al. 2012; De Rubeis et al. 2014; Turner et 
al., 2017). De hecho, el gen más afectado es CHD8, el cual presenta mutaciones truncantes de novo en los 
9 set datos analizados y presenta interacción directa con β-catenina (Thompson et al., 2008; Skoultchi et 
al., 2012), la cual posee mutaciones del mismo tipo que CHD8 en 3 de los exomas (Krumm et al. 2014). 
También se observaron mutaciones de novo en los genes ADNP, TBR1, PTEN, TRIP12, SYNGAP1, 
POGZ, CUL3 y DYRK1A. En relacion a lo anterior DYRK1A, modula la vía canónica de Wnt a través de 
la interacción con la proteína catenina p120 (Hong et al., 2012) y PTEN (phosphatase and tensin 
homolog) es un gen blanco de la vía capaz de inhibir la actividad de la vía PI3K-Akt e inducir a estas 
células a la apoptosis (Huang et al., 2006). Se ha descrito que estos genes están altamente correlacionados 
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con anormalidades en el tamaño del cerebro (ver a continuación), una característica comúnmente 
observada en niños con TEA (O’Roak et al., 2012, McBride et al., 2010). 
 
3.3. Macrocefalia asociada al TEA. 
 Diversos estudios han evidenciado un crecimiento excesivo del cerebro en edades 
tempranas (hasta los 4 años), por un aumento proliferativo de neuronas (Hazlett et al., 
2005; Bloss & Courchesne 2007; Schumann et al., 2010; Courchesne et al., 2011), pero que se 
revierte en edades avanzadas, donde se observan volúmenes cerebrales generales más pequeños 
(Figura 3). Las regiones más afectadas por el crecimiento excesivo y el posterior deterioro son la 
amígdala (Pierce et al., 2004), la corteza frontal y temporal (Hazlett et al., 2005; Hadjikhani et 
al., 2006; Kosaka et al., 2010), todas ellas regiones que median el desarrollo de habilidades 
sociales, emocionales, de lenguaje y de comunicación de orden superior (Courchesne et al., 2007; 
Courchesne et al., 2011). Es interesante mencionar que en estudios utilizando ratones 
transgénicos que expresan altos niveles de β-catenina estable (Δ90 β-catenin) en precursores 
neurales, se ha observado que estos animales desarrollan un aumento en el área cortical cerebral y 
pliegues que se asemejan a surcos y giros de mamíferos superiores al momento de nacer (Chenn 
and Walsh, 2003). Estos estudios sugieren que la activación de β-catenina en los precursores 
neurales puede causar una distorsión masiva de la arquitectura del cerebro anterior, debido a un 











Figura 2.- Las proteínas predichas interrumpidas por mutaciones génicas de novo en el TEA y en la 
discapacidad intelectual (ID), forman una red conectada central. Las proteínas correspondientes a los genes con 
mutaciones truncantes de novo (nodos rojos) o mutaciones con pérdida de sentido (nodos azules) en cuatro estudios 
de exoma TEA y dos estudios de exoma ID se conectan utilizando datos de interacción proteína-proteína (PPI) 
derivados experimentalmente de StringDB. Sólo se muestran las interacciones experimentales de media y alta 
confianza, aunque observamos que éstas no siempre representan interacciones locales, interacciones proteína-
proteína o interacciones dentro del mismo compartimento subcelular. Los nodos periféricos (tonos más claros) 
representan genes con mutaciones truncantes de novo adicionales, que están separadas de la red central por un solo 
























Figura 3.- Fases de la Patología del Crecimiento del cerebro en el Autismo. (A) Modelo de crecimiento cerebral 
temprano que es seguido por la detención del crecimiento. La línea roja representa el desarrollo del cerebro en 
aquellos con TEA, mientras que la línea azul representa a los individuos sin el trastorno, y se corresponden con la 
edad. En algunas regiones e individuos, la detención del crecimiento puede ir seguida de una degeneración, indicada 
por los trazos rojos que se inclinan ligeramente hacia abajo. (B) Los sitios de crecimiento excesivo regional en TEA 




3.4. Vía de transducción de señales Wnt/β-catenina.  
 La vía de transducción de señales Wnt es una vía señalización evolutivamente conservada y 
compleja que está involucrada en el destino celular durante el desarrollo embrionario, la polaridad celular, 
la proliferación celular, la diferenciación del ciclo celular, así como la apoptosis y homeostasis tisular 
(Moon et al., 2004; Staal et al., 2010). La activación de la cascada de señalización Wnt/β-catenina o 
canónica (Figura 4) se inicia con la interacción del morfógeno Wnt, glicoproteínas con abundantes 
residuos de cisteína, pertenecientes a una familia de 19 miembros, con miembros de la familia de 
receptores Frizzled (FZ), lo que conduce a la activación de la fosfoproteína dishevelled segment polarity 
protein (DVL) (Lijam et al., 1997; Wang et al., 2006). La activación y migración de DVL por FZ a la 
membrana, provoca el reclutamiento de Axina y con ella, del complejo de destrucción de β-catenina, el 
cual, está conformado por Axina, Adenomatous polyposis coli (APC) y la enzima glicógeno sintasa kinasa 
3 (GSK3β). En la membrana Axina se une directamente al dominio citoplasmático del co-receptor de la 
señal Wnt, la proteína LDL Receptor Related Protein 5/6 (LRP5/6), hecho que provoca la inactivación de 
Axina disminuyendo la degradación de β-catenina (Moon et al., 2004; Valenta et al., 2011). La activación 
de DVL también conduce a la inhibición de GSK3β, la cual está encargada de la fosforilación de β-
catenina en los residuos Th41, Ser37 y Ser33, para que ésta sea degradada por la vía 
ubiquitina/proteosoma (Tolwinski and Wieschaus. 2004). Por lo tanto, la activación de la vía implica 
aumentar la estabilidad postraduccional de β-catenina, lo que aumenta sus niveles citoplasmáticos 
permitiendo su translocación al núcleo, donde interactúan como cofactores de factores de transcripción 
miembros de la familia del T-cell factor y lymphoid enhancer-binding factor (TCF/LEF) unidos al ADN 
para activar la transcripción de los genes blancos de la cascada de señalización (Moon et al., 2004; 
Schuijers et al., 2014). La vía canónica dependiente de β-catenina ha sido altamente estudiada en la 
biología del desarrollo de células progenitoras neuronales (Ring et al., 2014; Wend et al., 2010), es 
esencial para el desarrollo y la función del cerebro, además, se ha observado que está implicada en la 
neurogénesis (Lie et al., 2005), remodelación axonal (Hollis and Zou, 2012), la maduración de las sinapsis 












Figura 4.- Vía de señalización Wnt/β-catenina. En ausencia del activador WNT (a), la β-catenina se degrada y los 
genes diana prospectivos se encuentran en un estado reprimido. Si la señalización WNT está activa (b), la 
degradación de la β-catenina se reduce. A medida que la β-catenina se acumula, ingresa al núcleo, se une al factor de 
células T (TCF) y a los factores de transcripción de la familia de unión a los activadores de linfoides (LEF) y activa 
la transcripción. sFRP: Secreted frizzled-related protein;  DKK: Dickkopf; CK1: caseína quinasa 1, GBP: GSK-3 
binding protein; y CBP: proteína de unión a CREB de la histona acetiltransferasa (extraído de Moon et al., 2004). 
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3.5. ¿Actividad de la vía de señalización Wnt/β-catenina e inestabilidad genómica en TEA?  
 Se ha descrito que un desbalance dentro de los niveles homeostáticos en la actividad de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina se ha relaciona con el desarrollo de enfermedades neurológicas prevalentes 
(De Ferrari e Inestrosa, 2000; Moon et al. 2004; De Ferrari and Moon, 2006), así como también en cáncer 
(Wend et al., 2010; Klaus and Birchmeier, 2008). Se ha demostrado que la activación de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina posee un rol importante en la generación de inestabilidad genómica (Fodde et 
al., 2001; Aoki et al., 2007), proceso que se define como cambio, quiebres o cualquier alteración en el 
genoma (Shen, 2011). En este contexto, nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que la 
activación sostenida de la vía Wnt/β-catenina, en células precursoras hematopoyéticas humanas induce 
eventos de translocaciones cromosómicas (Ugarte et al., 2015), los cuales son observados frecuentemente 
en pacientes con leucemia mieloide aguda.  
 En este contexto, se ha observado que la transcripción puede inducir mutagénesis en ambas 
cadenas de ADN y que tasas de mutaciones elevadas se observan en genes altamente expresados (Park et 
al., 2012). En particular, si bien la mutagénesis asociada a transcripción (del inglés Transcription 
Associated Mutagenesis, TAM) y la recombinación asociada a la transcripción (del inglés Transcritpion 
Associated Recombination, TAR) se han vinculado principalmente con el cáncer y enfermedades 
neurodegenerativas (Bhatia et al., 2014; Sollier and Cimprich, 2015), poco se sabe sobre sus posibles 
efectos perjudiciales durante el desarrollo y mucho menos sobre el efecto transcripcional mediado por la 
vía de señalización Wnt/β-catenina en estos procesos. Es por esto, que en esta memoria se evaluó eventos 
de inestabilidad genómica en progenitores neuronales producidos por la activación sostenida de la cascada 
Wnt/β-catenina, como una posible causa de la formación de mutaciones de novo en el contexto del TEA. 
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4. Hipótesis  
La activación sostenida de la vía de señalización Wnt/β-catenina produce inestabilidad genómica en 
células progenitoras neuronales humanas.   
 
 
5. Objetivo general 
Evaluar si existe inestabilidad genómica producida por la activación sostenida de la vía de señalización 
Wnt/β-catenina utilizando el inductor farmacológico CHIR-98014 en la línea celular Human Neural Stem 
Cells (H9 hESC-Derived). 
 
 
6. Objetivos específicos  
1. Evaluar la respuesta de células H9 a la activación de la vía de señalización Wnt/β-catenina 
mediada por CHIR-98014. 
2. Evaluar el efecto de la actividad sostenida de la vía Wnt/β-catenina inducida por CHIR-98014 en 








7. Materiales y Métodos 
7.1. Diseño experimental 
Se utilizó la línea celular de progenitores neuronales humanas H9 (Shin and Vemuri., 2010; Lu et al., 
2017). Se comparó dos tratamientos, CHIR 1 μM y DMSO (vehículo en el cual se disuelve CHIR), las 
incubaciones se realizaron por 4, 24 y 48 h. El tratamiento comenzó 48 h después de haber realizado el 
pasaje de las células, donde se sembrarón aproximadamente 5x105 cel/ml por placa de 35 mm. Al realizar 
el tratamiento se tuvo aproximadamente 1x106 cel/ml. Para realizar la incubación con el activador de la vía 
se cambió el medio de cultivo, por medio suplementado con CHIR o DMSO (Figura 5).  
 
7.2. Cultivo celular y tratamientos. 
La línea celular de progenitores neuronales H9 (H9 hESC-Derived) (Kumamaru et al., 2018; Shin and 
Vemuri, 2010), se cultivó en placas de 35 mm, previamente preparadas con una matriz de poli-L-ornitina 
y laminina. Las condiciones de cultivo fueron: 37 °C en 5 % CO2 y en humedad controlada, en 2 mL de 
medio KnockOutTM D-MEM/F-12 suplementado con GlutaMAXTM –I Supplement, además de bFGF, 
EGF y StemPro® Neural Supplement (Lu et al., 2017). Las células fueron estimuladas con el activador 
farmacológico de la vía de señalización Wnt/β-catenina, CHIR-98014, en concentración de 1 μM por 4, 24 
y 48 h. Como control negativo las células fueron tratadas con DMSO. 
 
7.3. Caracterización del cultivo celular. 
Se evaluó la presencia del marcador molecular Nestina en las células H9, el cual esta descrito que está 
presente en esta línea celular y su expresión decae cuando estas células se diferencian (Oikari et al., 2015; 
Oikari et al., 2016). Para lo cual, se cultivarón las células H9 en covers previamente tratados con poli-L-
ornitina y laminina, para suministrar una matriz de adherencia. Las células se fijarón con PFA 4 % por 15 
min, la permeabilización de las células se realizó con PBS con Ca2+ y Mg2+/Triton x-100 al 0.2 % por 5 
min, se bloqueó las células con PBS con Ca2+ y Mg2+/BSA 3 % por 30 min a 37 °C, la incubación con el 
anticuerpo primario anti-Nestina mouse 1:50 se realizó over night a 4 °C y la incubación con el anticuerpo 
secundario anti-mouse 1:500 fue por 30 min a 37 °C. Además, se incubó con DAPI 1:1000 por 5 min para 














Figura 5.- Diseño experimental. Se utilizó la línea celular H9, se consideró como el inicio del experimento las 0 h, 
donde se les cambió el medio a las células por medio suplementado con DMSO o CHIR 1 µM. 48 h previo al cambio 
de medio se inició el cultivo celular estableciendo el número de cultivos a utilizar, 6 placas en total para dos 
condiciones y los tiempos de muestreo fueron: 24 y 48 h para los experimentos de Comet Assay y 4, 24 y 48 h para 




7.4. Estabilización de β-catenina. 
Para evaluar si el inductor farmacológico CHIR-98014 es capaz de activar a la vía de señalización Wnt/β-
catenina, se monitoreo los niveles de β-catenina. Para lo cual, se realizó la extracción de proteínas totales 
desde cultivos de células H9, se inició con la extracción del medio y el lavado de las células con D-PBS, 
luego se agregó 200µl de buffer de lisis y se incubó en hielo y agitación por 20 min. Las células fueron 
centrifugadas por 5000 rpm por 5 min a 4 °C y se recolectó el sobrenadante correspondiente a las 
proteínas totales. 
Con las proteínas aisladas se realizó el Western blot, donde se utilizarón 20 µg de proteínas, la 
electroforesis se realizó a 100 V y la trasferencia a membrana de nitrocelulosa fue por 2 h a 250 mA. Los 
lavados se realizaron con PBS/Tween 20 al 0.1%, el bloqueo se llevó a cabo por 1 h en agitación y a 
temperatura ambiente en solución de leche al 5%. Se incubó con los anticuerpos primarios anti-β-catenina 
mouse 1:1000 y como control de carga anti-GAPDH mouse 1:500, la incubación fue over night a 4 °C, al 
día siguiente se realizó la incubación con el anticuerpo secundario anti-mouse 1:5000 por 1 h en agitación 
a temperatura ambiente. El revelado se llevó a cabo con el reactivo Pierce® ECL Western Blotting 
Substrate.  
   
7.5. Activación transcripcional de la vía de señalización Wnt/β-catenina. 
La extracción de ARN se realizó mediante el reactivo y protocolo de TRIzol™. Se utilizó 2 µl de ADNc 
por reacción y se utilizarón los partidores mostrados en la Tabla 1 para Axina2, Ciclina D1 (CCND1) y 
RPL13A como gen housekeeping  
 
Tabla 1.- Partidores utilizados para evaluar actividad transcripcional de la vía Wnt/β-catenina. 
Genes Secuencia de partidores T° Concentración 
Axina2 
Fw: ACA ACA GCA TTG TCT CCA AGC AGC 
Rv: CGC CTG GTC AAA CAT GAT GGA AT 
60 °C 400 nM 
CCND1 
Fw: GCC GAG AAG CTG TGC ATC TA 
Rv: CTG GCA TTT TGG AGA GGA AG 
60 °C 400 nM 
RPL13A 
Fw: CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA 
Rv: TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG TCA A 




El programa utilizado de PCR fue: desnaturación por 10 min a 95 °C y 40 ciclos de desnaturación 15 s a 
95 °C, hibridación por 20 s a 60 °C y extensión por 20 s a 72 °C. 
 
7.6. Electroforesis de célula única o Comet Assay. 
Mediante electroforesis alcalina de célula única se visualizó la ruptura de hebra simple o doble del ADN 
con la formación de “cometas”. Para lo cual se utilizó aproximadamente 15.000 células resuspendidas en 
50 μL LM Agarosa, para ser lisadas y se sometieron a una electroforesis alcalina en 1 L de buffer alcalino 
(200 mM NaOH, 1 mM EDTA) por 30 min a 21 V. Posteriormente se incubó por 30 min con 100 μl de 
SYBR® Gold y se visualizó por epifluorescencia, las imágenes fueron analizadas con el programa 





 Inicialmente se realizó la estandarización del cultivo de progenitores H9, dado que estas células no 
han sido cultivadas previamente en el laboratorio. El cultivo de estos progenitores se inició con 5x105 
células en placas de 35 mm, previamente tratadas con poli-L-ornitina y laminina para proporcionar una 
matriz de adherencia, y su crecimiento se monitoreó mediante microscopía. Estas células se replican cada 
48 h, periodo en el cual se realizó el cambio de medio y 96 h posterior al inicio del cultivo se realizó el 
pasaje de las células cuando estuvieron en aproximadamente 90% de confluencia, correspondientes a 
2x106 células.  
 Las células H9 poseen la capacidad de diferenciarse a neuronas y neuroglias. Para evaluar si la 
línea celular se encuentra indiferenciada se realizó el monitoreo de Nestina. Se esperó que estas células 
presentaran marcaje intracelular de Nestina (Oikari et al., 2015), ya que, se ha descrito que se caracterizan 
por la expresión y distribución intracelular de este marcador de células progenitoras neuronales, y que al 
diferenciarse pierden esta característica (Oikari et al., 2016). Esto es necesario para poder garantizar que 
los experimentos realizados fueran con células progenitoras neurales y no con glías. En los resultados se 
observó un fuerte marcaje de Nestina en el cultivo celular de H9 lo que indicaría que se encuentran 
indiferenciadas (Figura 6A y 6B).  
 A continuación, se evaluó la activación de la vía de señalización Wnt/β-catenina utilizando el 
inductor farmacológico CHIR-98014. Esta molécula actúa como un activador reversible y permeable a las 
células, capaz de activar a la vía de señalización Wnt/β-catenina (Kramer et al., 2012), a través de la 
inhibición de ambas isoformas de la GSK3 (GSK3α y GSK3β) con valores de IC₅₀ de 0.65 y 0.58 nM, 
respectivamente. Este compuesto muestra una selectividad de al menos 500 veces para GSK-3 frente a 
otras 20 enzimas serina/treonina o tirosina quinasas (Ring et al., 2003). Las células H9 fueron estimuladas 
por 4, 24 y 48h con CHIR, y mediante Western blot se evaluó el aumento de β-catenina. Se esperó que el 
tratamiento de las células con CHIR, inhibiese a la proteína GSK3-β, lo que provocará que β-catenina se 
estabilice en el citosol y aumente su cantidad, permitiendo su translocación al núcleo en donde activa la 
expresión de los genes blancos al actuar como un co-factor transcripcional. En los resultados obtenidos 
por Western blot (Figura 7), sé observa una tendencia al aumento de β-catenina a las 4 y 24 h en las 
células tratadas con CHIR. Además, se evaluó la expresión relativa de dos genes blancos de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina, Axina2 y CCND1(Figura 8). Se observa que ambos genes aumentan su 
expresión en las células tratadas con CHIR a las 4, 24 y 48 h. Para el caso de CCND1 se observan veces 
de cambio de 2.8 y para Axina2 de 4.4. CCND1 es un gen blanco de la vía Wnt/β-catenina que 
contribuyen a la coordinación temporal de cada evento mitótico mediante la regulación de 
las quinasas dependientes de ciclinas (Tyagi et al., 2018). 
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 Posteriormente se evaluó quiebres del ADN a través del ensayo de electroforesis alcalina de célula 
única (Figura 10). Las células fueron expuestas a CHIR 1 μM por 24 y 48 h. Se esperó que el tratamiento 
con CHIR por periodos prolongados induzca la activación transcripcional de sus genes blancos, 
conllevando al aumento del estrés en las células asociado a la trascripción que podría producir eventos de 
inestabilidad genómica. Por lo cual, al realizar el ensayo, observamos la formación de cometas, que en 
este caso corresponden a quiebres de hebra doble y simple en el ADN. En estos experimentos, sólo fue 
posible detectar la formación de cometas con el tratamiento con CHIR por 48 h (Figura 9A). El análisis 
de Tail Momentel, representa el porcentaje de ADN en la cola del cometa en comparación con el 
porcentaje de ADN en la cabeza del cometa, demostró que el tratamiento con CHIR por 24 h no produce 
un daño significativo a estas dosis y condiciones (Figura 9B), en cambio, el tratamiento con CHIR por 48 





















Figura 6.- Caracterización de la línea celular H9. Se realizó el monitoreo del marcaje de Nestina mediante 
inmunofluorescencia, En A se observa las células marcadas, en azul el núcleo de las células y en verde se visualiza la 





























Figura 7.- Tendencia en la estabilización de β-catenina por el tratamiento con CHIR. Mediante Western blot, Se 
observó una tendencia que podría significar la activación de la vía evaluando la estabilización y aumento de β-
catenina, como control de carga se utilizó GAPDH. Las células fueron estimuladas con CHIR por 4, 24 y 48 h.  Las 
















Figura 8.- Activación transcripcional de la vía Wnt/β-catenina inducida por CHIR. Análisis de expresión 
relativa por q-PCR de dos genes blancos de la vía de señalización. En A se muestra la expresión del gen CCND1 al 
tratar las células con CHIR por 4, 24 y 48 h (n =1), en B se muestra la expresión del gen Axina2 al tratar las células 

















Figura 9.- La actividad de la vía Wnt/β-catenina aumenta la inestabilidad genómica. A. imágenes de “cometas” 
resultantes de electroforesis de célula única, las formaciones de colas de cometa dan a revelar rupturas en el ADN, 
las imágenes fueron tomadas por microscopio de epifluorescencia a 20x. B. Análisis de tail moment para tratamiento 
por 24 h. En rojo se muestra la media de los datos, (P-value = 0,2366). C. análisis de tail moment para tratamiento de 





 Con la finalidad de estandarizar la línea celular, se realizó el monitoreo de Nestina (Figura 6), la 
cual, es una proteína de los filamentos intermedios de clase VI (Guérette et al., 2007; Michalczyk and 
Ziman, 2005). Se ha descrito su expresión en células madre y progenitoras neurales durante el desarrollo 
del sistema nervioso central (SNC), y disminuye a medida que estas diferencian a neuronas o células 
gliales (Oikari et al., 2015), por lo cual, es utilizado como un marcador molecular de células progenitoras 
neuronales (Oikari et al., 2016). Este resultado demuestra que la línea celular posee marcaje de Nestina, 
por lo que, se confirma que la línea celular utilizada en los experimentos de los siguientes resultados se 
encuentra indiferenciada.  
 Posteriormente, se evaluó si la estimulación con CHIR-98014 es capaz de activar la vía de 
señalización Wnt/β-catenina. Para lo cual, mediante Western blot se evaluó los niveles de β-catenina 
(Figura 7), observándose una leve tendencia al aumento de sus niveles a las 4 y 24 h de estimulación, 
pero se requiere tener un mayor número de réplicas para poder afirmar que la vía de señalización Wnt/β-
catenina está activa. CHIR al ser capaz de inhibir a GSK-3 (Kramer et al., 2012) se debe observar como 
consecuencia el aumento de los niveles de β-catenina. Existen distintas maneras de activar a la vía de 
señalización Wnt/β-catenina, una de las más utilizadas es mediante el ligando Wnt3a, donde se observa el 
aumento de los niveles de β-catenina cuando la vía se encuentra activa (Medina et al., 2018). Además, se 
evaluaron dos genes blancos de la vía de señalización, Axin2 y CCND1 (Jho et al., 2002; Yan et al., 2001) 
(Figura 8), y los resultados muestran que la expresión de ambos genes aumenta en las células tratadas con 
CHIR a las 4, 24 y 48 h, por lo cual, se puede afirmar que transcripcionalmente la vía se encuentra activa 
en estos tres tiempos de estimulación. Esto concuerda con lo descrito, ya que en el caso de Axin2 este es 
un gen blanco de la vía de señalización Wnt/β-catenina que la regula de forma negativa (jho et al., 2002) y 
CCND1 se ha descrito como gen blanco de la vía de señalización Wnt/β-catenina (Röhrs et al., 2013) y se 
ha evaluado su dinámica trascripciones asociada a los niveles de β-catenina en células vivas, demostrando 
que este gen se expresa cuando aumenta los niveles de β-catenina (Kafri et al., 2016). 
 La estimulación con CHIR por 48h produjo eventos de inestabilidad genómica, los cuales son 
observables como quiebres de doble y simple hebra en la forma de las colas de los cometas (Figura 9A), 
estos datos son respaldados con el análisis de tail moment donde se observa un aumento en el tratamiento 
por 48 h (Figura 9B). Esto puede deberse a que la actividad trascripcional prolongada es capaz de 
aumentar los niveles de híbridos ARN-ADN los cuales se han descrito que son capaces de causar 
mutaciones al toparse con el proceso de replicación (Aguilera and García-Muse, 2012; Santos-Pereira and 
Aguilera, 2015) y se sabe qué estas células son capaces de replicarse cada 48 h (Gibco Human Neural 
Stem Cells).   
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10. Conclusión y Proyecciones  
 Se ha demostrado que CHIR-98014 es capaz de inducir la activación transcripcional de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina en las células H9, junto a ello, se observó una tendencia en la estabilización 
de β-catenina en las células tratadas con el fármaco (aún faltan más replicas para poder sustentar este 
argumento). Los resultados del ensayo de electroforesis alcalina de célula única entregan nuevos hallazgos 
asociados a la actividad de la vía de señalización Wnt/β-catenina, demostrando que su actividad sostenida 
es capaz de generar inestabilidad genómica en células progenitoras neuronales humanas, se desconoce aún 
el mecanismo asociado a estos eventos de inestabilidad genómica.  
 Se está estandarizando un protocolo para poder evaluar quiebres en el ADN mediante la 
inmunodetección de γ-H2AX en estas células, esto nos permitiría observar el fenómeno de la inestabilidad 
genómica desde otra técnica. Cada vez es mayor el interés de estudiar eventos de inestabilidad genómica 
asociados al TEA, con la finalidad de definir o explicar un mecanismo involucrado en la etiología del 
trastorno, espero que estos resultados aporten a esta búsqueda.  
 Se ha reportado que la actividad de la vía de señalización Wnt/β-catenina, vía fuertemente 
implicada en el desarrollo, es capaz de producir eventos de inestabilidad genoma. El poder asociar estos 
eventos al riesgo de desarrollar el TEA, está dada por la finalidad de poder identificar genes claves donde 
se produzcan con frecuencia mutaciones de novo y proponerlos como agentes de riesgo para una detección 
temprana en el desarrollo del trastorno o identificar mecanismos por los cuales se produzcan estas 
mutaciones. Se proyecta el poder complementar estos estudios evaluando mecanismos de inestabilidad 
genómica asociados a la trascripción como la formación de híbridos ARN-ADN y analizar la formación de 
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